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Sem angústia e sem pressa. 
E os passos que deres, 
Nesse caminho duro 
Do futuro 
Dá-os em liberdade. 
Enquanto não alcances 
Não descanses. 
De nenhum fruto queiras só metade. 
 
 
E, nunca saciado, 
Vai colhendo ilusões sucessivas no pomar. 
Sempre a sonhar e vendo 
O logro da aventura. 
És homem, não te esqueças! 
Só é tua a loucura 
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para a realização do trabalho. 
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objectivo de  regenerar  tecidos ou órgãos que  tenham  sofrido danos ou perda das  suas 
funções.  Com  isto,  pretende‐se  ultrapassar  a  falta  de  dadores  de  órgãos,  e  também 
assegurar a aceitação do órgão pelo sistema imunitário do organismo receptor. 
O  objectivo  deste  trabalho  foi  desenvolver  matrizes  poliméricas  de  pectina  e 




As  matrizes  poliméricas  obtidas  foram  caracterizadas  em  termos  de  tempo  de 





que  o  comportamento  de  swelling  apresentado  está  dependente  do  pH  do meio.  Pela 
técnica SEM visualizou‐se a morfologia porosa das esponjas e o aumento do tamanho dos 
poros ao  longo do tempo, consequência da biodegradação. A análise elementar permitiu 
confirmar  os  graus  de  esterificação  e  desacetilação  da  pectina  e  do  quitosano 
respectivamente. A técnica FTIR‐ATR serviu para constatar as  interacções  iónicas entre o 
grupo  carboxílico  ionizado  da  pectina  (COO‐)  e  o  grupo  amínico  do  quitosano  (NH3+), 
confirmando a formação de um complexo polielectrólito (PEC). Comparando o gel com a 
esponja em termos da  libertação da vancomicina  in vitro, o estudo de oito horas  indicou 
uma libertação mais rápida por parte do gel, apesar de nos instantes iniciais se verificar o 
oposto.  Os  ensaios  de  hemocompatibilidade  mostraram‐se  mais  favoráveis  para  as 
esponjas  com  menos  quitosano  (2:1).  Tal  verificou‐se  tanto  para  o  teste  de 
trombogenicidade, em que ambas as matrizes  se mostraram mais  trombogénicas que o 





Terão  de  ser  realizados  novos  testes  de  biocompatibilidade  in  vivo,  afim  de  se 
confirmarem os resultados e saber se tais scaffolds são ou não viáveis. No entanto, todos 
os  resultados  obtidos  sugerem  que  as matrizes  de  pectina  e  quitosano  têm  aplicação 
clínica,  apesar  de  os  resultados  de  hemocompatibilidade  serem menos  bons.  Contudo, 






tissues  or  organs  that  have  suffered  damage  or  loss  of  their  functions.  So,  we  intend  to 
overcome  the  lack  of  donor  organs,  and  also  ensure  the  acceptance  of  the  organ  by  the 
receptor organism immunitary system. 
The  aim of  this  study was  to develop  and  assess  the  ability of polymeric matrices of 
chitosan and pectin to act as support structures for the regeneration of muscle tissue To this 
end polymeric scaffolds were prepared in the form of a gel and a sponge (by means of freeze 
drying)  with  mass  ratios  of  pectin:chitosan  1:1  and  2:1.  Moreover,  vacomycin  drug  was 
introduced, using a carbodiimide reagent, in this process in order to reduce infection risks.    
The polymeric matrices obtained were characterized in terms of time of biodegradation, 
morphology  (SEM  –  Scanning  Electron Microscope),  swelling  behavior,  elemental  analysis, 
chemical analysis (FTIR‐ATR Fourier (Transform Infrared ‐ Attenuated Total Reflectance)), drug 
release, hemocompatibility and biocompatibility in vivo. 




result  of  biodegradation.  Elemental  analysis  allowed  us  to  confirm  the  esterification  and 
deacetylation degrees of pectin and chitosan respectively. The FTIR‐ATR technique was used to 
verify  the  ionic  interactions between  the  ionized  carboxylic  group of pectin  (COO‐)  and  the 
ionized  aminic  group  of  chitosan  (NH3+), which  confirms  the  formation  of  a  polyelectrolyte 
complex (PEC). A study of eight hours allowed us to compare the gel with the sponge in terms 
of  in vitro vancomycin release. As a result we were able to observe that although the sponge 
approach  had  a  faster  release  rate  during  the  initial moments,  the  gel  produced  a  higher 
overall vancomycin release. Hemocompatibility tests showed that the sponge presents itself as 
a more  favorable  approach when  less  chitosan  (2:1)  is  applied.  This was  the  case  for  the 
thrombogenicity  test,  in  which  both  matrices  were  more  thrombogenic  than  the  positive 
control, as well as in the determination of the hemolytic index (scaffolds 1:1 are hemolytic and 
2:1  are  slightly  hemolytic).  Biocompatibility  tests  are  not  conclusive,  since  the  number  of 
animals used was  insufficient. However,  the  results  suggest  the non biocompatibility of  the 
biomaterial.  Histological  images  indicated  the  presence  of  inflammatory  infiltrate  with 
lymphocytes and neutrophils. 
Further  in  vivo  biocompatibility  tests must  be  carried  out  in  order  to  confirm  these 
results  and  to  assess  the  viability  of  the  polymeric  scaffolds.  Although  all  the  obtained 
outcomes  suggest  that  the pectin and  chitosan matrices might have  clinical application,  the 
hemocompatibility  results  did  not  allow  us  to  achieve  such  conclusion.  To  this  end,  the 










































































































































































































SEM  Microscopia  Electrónica  de  Varrimento  (Scanning  Electron 
Microscope) 
UV/Vis  Ultravioleta/Visível 














transplante   de   tecidos ou de órgãos  indispensáveis   (mais   de   40   mil   na   Europa),  
não  havendo  dadores    em    número    suficiente, muitos morrem    antes    de    serem  
chamados  para  a intervenção (1). Além disso, os  pacientes  que  são  transplantados  
têm  algumas  limitações: devem  seguir uma vida dependente de  imunossupressores,  
correndo    sempre  o    risco  do  órgão  transplantado  ser  rejeitado.  Os  substitutos 
artificiais também não são solução, devido ao aumento  do  risco  de  infecção,  a  um 
possível  tromboembolismo e  à  sua  curta durabilidade. Por  exemplo,  um  implante  





Segundo  Langer  e  Vacanti  (investigadores  que muito  têm  contribuído  para  o 
progresso desta ciência), a ET pode ser definida como “um campo  interdisciplinar de 
pesquisa  que  aplica  os  princípios  da  engenharia  e  das  ciências  da  vida  através  do 
desenvolvimento  de  substitutos  biológicos  que  restauram, mantêm  ou melhoram  a 






Estudos  feitos  até  ao  momento,  permitem 
verificar  que  existe  uma  lista  considerável  de 
tecidos/órgãos  em  fase  de  testes  ou  mesmo  em 
aplicação.  Alguns  deles  são:  cartilagem,  osso, 
músculo,  vasos  sanguíneos,  coração,  bexiga,  rins, 
pele, córnea, pâncreas (ver figura 1).  (3) 
A estratégia de  regeneração de  tecidos passa 
por  criar  uma  estrutura  designada  por  matriz 
extracelular  onde  se  dará  a  proliferação  e 
diferenciação de células.  
As  células  usadas  devem  ser  não 
imunogénicas,  altamente  proliferativas  e  terem  a 
capacidade de se diferenciarem numa variedade de 
células  com  funções  específicas.  Estas  podem  ser 
células estaminais,   que    têm   o   potencial   de    se  transformarem   em    células   de 
múltiplos    tipos    de    tecidos.  Também  podem  ser  células  num  estadio  intermédio, 
entre células estaminais e células maduras ((4) e   (5)). A sua origem é um factor que 
condiciona o  sucesso da  regeneração  tecidular. O  ideal  é  serem obtidas  a partir do 
próprio paciente. Neste caso, são as chamadas células autólogas, que têm a vantagem 
de não serem reconhecidas pelo sistema imunitário como um agente estranho. Podem 
também  ser  utilizadas  células  alogénicas,  ou  seja,  células  provenientes  de  outros 








Os  scaffolds podem  ser  implantados no organismo do paciente  com  recurso  a 
uma  cirurgia,  sendo  então  designados  por  scaffolds  implantáveis.  Estes  podem 
apresentar‐se na forma de esponjas ou filmes. As matrizes poliméricas que constituem 
um  scaffold deste  tipo  têm uma estrutura porosa  tridimensional que dão o  suporte 
necessário às células e se vão biodegradando à medida que as células proliferam. 
Um  outro  tipo  de  scaffolds,  são  os  injectáveis.  Estes  são  aplicados  de  uma 













Quando a capacidade de  regeneração do  tecido é muito baixa, pode ainda  ser 
necessário  o  uso  de  factores  de  crescimento.  Estes,  tal  como  o  nome  indica, 
promovem  a  diferenciação  e  proliferação  das  células.  Podem  ser  injectados 
directamente  no  enxerto,  sendo  que  esta  técnica  não  se  tem  mostrado  muito 
promissora.  Por  outro  lado,  podem  ser  incorporados  num  sistema  de  libertação 
controlada  que  os  vai  libertando  ao  longo  do  tempo,  por  forma  a  prolongar  a  sua 
actividade.  (5) 
Podem também ser  incorporados na matriz polimérica, antibióticos. Estes terão 
a  finalidade  de  diminuir  o  risco  de  infecção  aquando  a  aplicação  do  implante. 
Mediante o tipo de tecido que será regenerado, e portanto, o meio em que o scaffold 











Para  o  desenvolvimento  de  um  scaffold  a  escolha  dos  materiais  a  serem 
utilizados é um desafio, uma vez que as matrizes devem preencher certos requisitos. 
Um scaffold deve: 
‐  ser  biocompatível  e  não  tóxico,  de  maneira  a  não  provocar  uma  resposta 
inflamatória ou tóxica; 
‐  ser  biodegradável,  com  uma  taxa  de  degradação  controlável  que  permita 
acompanhar o crescimento celular; 
‐ ter propriedades mecânicas similares às do tecido onde vai ser implantado; 
‐  formar  uma  estrutura  porosa  tridimensional,  onde  exista  conexão  entre  os 









Desenvolveram‐se  também  matrizes  destes  mesmos  polímeros,  mas 






maioria  das  plantas.  A  sua  estrutura  consiste  numa  cadeia  linear  de  ácido 
galacturónico com ligações glicosídicas α(1‐4).  
A estrutura química da pectina  (figura 3) é  constituída por grupos  carboxílicos 








da  qual  é  extraída,  bem  como  das  condições  de  extracção.  Possui  um  pKa  de 
aproximadamente 3,5. 
  Das  suas  propriedades  realçam‐se  a  sua  capacidade  de  gelificação, 
biocompatibilidade,  não  toxicidade,  biodegradabilidade,  mucoadesividade, 
solubilidade  em  água,  entre  outros,  fazem  da  pectina  um  polímero  com  muitas 
aplicações nas mais diversas áreas. 
Nas  indústrias  alimentar  e  cosmética  é  usada  como  agente  espessante.  No 
campo  clínico  as  suas  propriedades  terapêuticas  são  aproveitadas  para  diminuir  os 
níveis de colesterol e glucose, inibir o crescimento das células tumorais, entre outros. É 
usada também na área da biomedicina como modificador de superfícies de aparelhos 






parcial  da  quitina)  que  se  encontra  presente  no  exoesqueleto  dos  crustáceos.  Este 
polissacarídeo  catiónico  (estrutura química  representada na  figura 4)  consiste numa 











O  grau de desacetilação  (GD) do polímero pode  variar entre 30 e 95%,  sendo 
definido  como  a  razão  entre  a  percentagem  de  unidades  desacetiladas  e  a 
percentagem de unidades acetiladas. Pode ter um peso molecular médio entre 300 e 
1000 kDa e apresenta um pKa de 6,5. (11) 
O  quitosano  é  um  polímero  muito  usado  na  área  da  saúde  devido  às  suas 
excelentes  propriedades.  Ele  é  biocompatível,  antibacteriano,  antitumoral, 
cicatrizante,  hemostático,  anticoagulante,  mucoadesivo,  biodegradável.  Assim,  tem 
aplicações em pele artificial, suturas cirúrgicas que são absorvidas pelo organismo ao 




sendo  responsável  pela  remoção  de metais  pesados  e  óleos.  É  também  usado  na 
agricultura, como uma alternativa natural aos produtos químicos usados na defesa do 






A  vancomicina  é  um  fármaco  antibacteriano  da  classe  dos  glicopeptídeos 
tricíclicos que é produzido pela fermentação da bactéria Amycolatopsis Orientalis. 
A  fórmula  química  da  molécula  de  vancomicina  é  C66H75Cl2N9O24  (estrutura 
química  representada  na  figura  5  a)  o  que  lhe  confere  um  peso  molecular  de 
aproximadamente 1450 g/mol.  
Este antibiótico é utilizado no  tratamento de  infecções  causadas por bactérias 
Gram‐positivas,  inibindo a biossíntese da parede  celular das mesmas. Em  relação às 
Gram‐negativas, a vancomicina é  ineficiente porque  tem um elevado peso molecular 
que a impede de atravessar a membrana externa destas bactérias.  
  Pode  também  ser  utilizado  para  o  tratamento  de  infecções  causadas  por 



































carbodiimide metho‐p‐toluenesulfonate  (figura 7). A  sua estrutura é  composta por 2 







A  simples  interacção  dos  dois  polímeros,  pectina  e  quitosano,  vai  levar  à 
formação de um complexo polielectrólito (PEC). 
Os PECs são formados pela interacção de polímeros com cargas opostas através 
de,  por  exemplo,  forças  electrostáticas.  Estes  complexos  apresentam  algumas 
propriedades diferentes dos polímeros quando estes se encontram isolados. 
Para  a  formação  do  complexo  polielectrólito  é  necessário  que  ambos  os 
polímeros estejam  ionizados. Por esta  reacção ocorrer para um valor de pH próximo 
do valor do pKa dos dois polímeros envolvidos, entre 3,5 e 6,5 (19). Neste intervalo de 
pH  o  quitosano  apresenta  os  seus  grupos  amina  carregados  positivamente  (NH3+), 








a  sua  estrutura  e morfologia,  podem  variar.  Os  principais  factores  condicionantes 
podem  ser  a  força  iónica, o  valor de pH do meio,  as  concentrações dos  compostos 
envolvidos e a temperatura. 
Quando  se  incorpora  o  fármaco  na  matriz  polimérica  com  recurso  a  uma 

























Os  2  tipos  de  matrizes  poliméricas  desenvolvidas  neste  estudo  apresentam 
características físicas diferentes.  
O  gel  (hidrogel)  forma‐se  através  de  uma  reacção  de  reticulação  que  ocorre 



















Este  método  permite  obter  uma  estrutura  extremamente  porosa.  A  solução 
polimérica  (gel) é submetida a baixas  temperaturas,  inferiores a  ‐20°C, de maneira a 














dos  tendões. Estes são  responsáveis por movimentos  tão diversificados como andar, 
levantar pesos ou expressões faciais (controle voluntário). São compostos por células 
longas e multinucleares. 
O músculo  liso  localiza‐se nas paredes dos órgãos ocos, nos vasos  sanguíneos, 
olhos,  glândulas  e  pele. Desempenha  acções  como  deslocamento  dos  alimentos  ao 
longo  do  tubo  digestivo  ou  bombeamento  do  sangue  nos  vasos  sanguíneos,  e  tem 





contém  miofibrilhas  que  têm  os  sarcómeros.  Os  sarcómeros  são  estruturas  com 











As  funções do  tecido muscular dependem da manutenção da  sua  integridade. 
Em  caso  de  perda  ou  deficiência  deste  tecido,  é  necessário  um  mecanismo  que 






















Estas  estão  presentes  no  sangue  do  cordão  umbilical,  na  matriz  do  cordão 
umbilical  e  na  medula  óssea.  A  recolha  deste  tipo  de  células  deve  ser  feita 
preferencialmente na matriz do  cordão umbilical.  Isto porque é onde  se encontra  a 
maior percentagem deste tipo de células, são as que se multiplicam mais rapidamente 
e a sua colheita é não invasiva e não dolorosa. (24) 
Para  efeitos  de  regeneração  de  tecidos,  as  células  estaminais  mesenquimais 










os  estudos  nesta  área  têm‐se  tornado  bastante  significativos. Ao  longo  dos  últimos 
anos  têm  sido  realizados  estudos  e  testes  variando  factores  condicionantes  no 










Os  estudos  com materiais  sintéticos  englobam  polímeros  como  o  PGA  (ácido 
poliglicólico)  (26),  PLLA  (poli  (L‐ácido‐láctico))  (27),  poliuretanas  (28),  entre  outros.  
Enquanto o PGA oferece a  rigidez e conexão apropriadas à  regeneração muscular, o 
PLLA permite a formação de fibras com uma grande variedade de diâmetros. O uso da 
poliuretana  também mostrou  ser  possível  a  adesão,  proliferação  e  diferenciação  in 
vitro de miotubos multinucleados. 
Os materiais naturais mais usados são o colagénio (29), a fibrina (30) e o alginato 







activos.  O  uso  de  colagénio  mostrou  um  alinhamento  dos  mioblastos  e  dos 
miofilamentos de actina e miosina. Por sua vez, a fibrina pode formar um gel através 
da  incorporação  de  células  satélite,  factores  de  crescimento  e  trombina.  Quando 
mioblastos  são  cultivados  neste  gel,  eles  diferenciam‐se  em  fibras  musculares 
contrácteis.  Em  relação  ao  colagénio  e  ao  alginato,  a  fibrina  tem  a  vantagem  de 
permitir a ligação de factores de crescimento  como FGF‐2 (fibroblast growth factor) e 
VEGF (vascular endothelial growth factor) que aumentam fortemente a miogénese.  
O  uso  de  qualquer  um  dos materiais mencionados  anteriormente mostrou‐se 
viável na regeneração de tecido muscular, uma vez que   promovem a proliferação de 
células satélite, diferenciação e o seu alinhamento. A escolha de um dos materiais para 
aplicação clínica deve  ser  feita mediante o meio e as condições de aplicação,  já que 
cada um deles apresenta as suas próprias vantagens. 
Os  estudos  na  área  de  regeneração  de  tecido  muscular  utilizam 
preferencialmente as MSCs (32) ou as células satélite ( (31) e (33)). 
As  características  das  células  satélite  tornam‐nas  na  escolha  número  um.  As 
células  satélite  são  mais  acessíveis,  sendo  colhidas  directamente  do  músculo, 
enquanto  que  as MSCs  são  colhidas  da medula  óssea  por  um  processo  invasivo  e 
doloroso.  Por  outro  lado,  como  são  células  progenitoras  do  tecido  muscular, 
apresentam uma maior tendência para a diferenciação muscular (em relação às MSCs) 
exibindo as mesmas características e funções do tecido muscular do qual provêm. 
Para  uma  aplicação  clínica  futura  há  que  considerar  outros  factores,  como  a 
vascularização e inervação do tecido.    
A  vascularização  do  tecido  muscular  é  importante  para  o  transporte  de 
nutrientes e gases até às células. 
Existem pelo menos dois métodos estudados. Por um lado, pode‐se incorporar in 
vivo  uma  estrutura muscular  já  regenerada  onde  exista  uma  rede  de  capilares  que 
promova  a  vascularização  do  tecido  (34).  Ou  então,  desenvolver  um  scaffold  pré‐
vascularizado onde  serão  implantados os mioblastos, por exemplo um gel de  fibrina 
(35). 
O  sistema  de  inervação  do  tecido  pode  ser  conseguido  criando  junções 
neuromusculares  funcionais.  Estas  junções  desenvolvem‐se  de  uma  co‐cultura  de 
miotubos  e  células  neuronais  (36).  Como  estes  nervos  musculares  apresentam 
estímulos espontâneos, ou podem ser estimulados, alguns estudos  (  (37) e  (38)) têm 









As matrizes  poliméricas  desenvolvidas  foram  caracterizadas  de  acordo  com  a 








corpo  humano,  estes  polímeros  quebram  as  suas  ligações  naturalmente, 
biodegradando‐se.  
Este  estudo  pretende  simular  as  condições  às  quais  vão  ser  submetidas  as 
matrizes poliméricas, e avaliar a perda de massa das mesmas ao longo do tempo. 


























Os  polímeros  utilizados  neste  estudo  têm  a  propriedade  de  absorver  água  ou 
soluções aquosas, aumentando o volume do scaffold, sem se dissolverem ou alterarem 
as propriedades do líquido envolvente. 
Então,  o  estudo  da  capacidade  de  inchaço  (swelling)  é  um  parâmetro 













reacção  de  combustão. O  produto  gasoso  final  (ao  qual  foi  removido  o  oxigénio)  é 
separado por cromatografia gasosa em azoto, dióxido de carbono, água e dióxido de 








A  espectroscopia  FTIR  (Fourier  Transform  InfraRed)  é  uma  técnica  muito 
importante na  caracterização de  compostos químicos,  sendo usada para  verificar  as 
ligações químicas ou as estruturas moleculares das amostras que são estudadas. (42) 














O  espectrofotómetro  usado  em  espectroscopia  FTIR  tem  um  interferómetro 
incorporado  por  onde  é  guiado  o  feixe  de  luz  infravermelha  (IV)  com  todos  os 
comprimentos de onda. O sinal obtido é depois tratado por um método matemático, a 
transformada de Fourier,  resultando num espectro  idêntico ao de espectroscopia de 
infravermelho  convencional:  absorvância  (%)  em  função de  número de  onda  (cm‐1). 
(44) 








O  uso  deste  acessório  faz  diminuir  o  tempo  de  amostragem,  minimizar  as 







polímeros  usados,  ou  das  condições  químicas  ou  térmicas  às  quais  o  sistema  é 
submetido.  
A  quantificação  do  fármaco  que  é  libertado  com  o  passar  do  tempo  é  feita 






















adesão  das  plaquetas  e  uma  resposta  por  parte  dos  factores  de  coagulação  que 
formam fios de fibrina. 
  Este  teste  pretende  quantificar  a  eficiência  do  processo  de  trombose. 
Colocando  as  amostras  em  contacto  directo  com  uma  determinada  quantidade  de 






A  hemólise  é  um  processo  no  qual  se  dá  a  ruptura  das  hemácias  com  a 
consequente libertação de hemoglobina para o meio. 
Com  o  teste  de  hemólise  pretende‐se  determinar  a  reacção  hemolítica  das 
















ferrocianeto  de  potássio  e  o  cianeto  de  potássio.  Esta  reacção  converte  todas  as 



































































































Técnica  Equipamento Marca Modelo  origem
Degradação In Vitro  Balança analítica  PRECISA  125 A SCS  Suiça 




























UV/Vis  JASCO  V‐530  Inglaterra 
Balança Analítica  PRECISA  125 A SCS  Suiça 















Incubadora  Memmert  ICP 600  Alemanha 
Balança Analítica  PRECISA  125 A SCS  Suiça 
Hemólise 
Agitador magnético  IKA ®  IKAMAG RCT  Alemanha 
Espectrofotómetro 

















Agulha hipodérmica  Pic Indolor  0,9×25 mm  Itália 








Inclusora de parafina Shandon  Histocentre 2  EUA 
Micrótomo  Shandon  AS 325  EUA 
Microscópio Óptico  Nikon  Eclipse E600  Japão 










 Foram  desenvolvidos  scaffolds  injectáveis  na  forma  de  gel  e  scaffolds 
implantáveis  na  forma  de  esponja,  de  pectina:quitosano  com  rácios  1:1  e  2:1. 





















Depois  de  homogenizados  durante  10 min,  os  géis  obtidos  foram  colocados  a 
centrifugar a 5000 rpm por 5 min. 
Após  este  intervalo  de  tempo,  as  matrizes  foram  lavadas  2  vezes  em  água 





















na  secção 2.2.3., depois o  gel  foi  centrifugado  a 5000  rpm por 5min. A  amostra  foi 













Foram  efectuadas  as medições  de massa  das  esponjas  semanalmente  por  um 
período de 4 semanas (W୤). Sendo que 3 amostras (de cada rácio) permaneceram em 





Esta  técnica  serviu  para  visualisar  a morfologia  e  topografia  das  esponjas  de 







As amostras que  tinham  sido previamente  revestidas por uma  fina  camada de 
ouro/platina  (Au/Pt) por  forma a serem electricamente condutoras,  foram colocadas 








No estudo 1, pequenas amostras  foram pesadas e  colocadas em vials,  imersas 







As amostras analisadas  foram os  scaffolds  implantáveis 1:1 e 2:1, bem como a 
pectina e o quitosano puros. 
























Este  teste pretende  estudar o perfil de  libertação do  fármaco, da  esponja  1:1 
com fármaco e do gel 1:1 também com fármaco. 
Começou‐se  por  fazer  a  curva  padrão  correspondente  à  vancomicina.  Assim, 
prepararam‐se  8  soluções  de  PBS  com  diferentes  quantidades  de  vancomicina, 
sabendo a concentração de fármaco de cada solução. Foi feita a leitura da absorvância 
a  280  nm  (comprimento  de  onda  característico  da  vancomicina)  para  cada  solução. 
Sabidos os valores da concentração de fármaco e os valores de absorvância, construiu‐
se a curva padrão do fármaco. 




as  esponjas  estavam  imersas  e  posteriormente  substituído  pelo mesmo  volume  de 
solução  PBS  (sem  fármaco).  A  solução  PBS  com  presença  de  fármaco  foi  depois 
analisada no espectrofotómetro num comprimento de onda de 280 nm. 
No  caso  do  gel  com  a  vancomicina,  o  estudo  também  foi  feito  em  triplicado. 



















ao  sangue  a  ser  utilizado  para  determinar  se  estava  em  perfeitas  condições  para 
análise.  
Uma pequena amostra de sangue foi colocada a centrifugar a 5500 rpm durante 






Foram  cortadas  e  pesadas  pequenas  fatias  das matrizes  poliméricas  com  os  2 
rácios diferentes. O estudo feito em triplicado, envolveu 6 amostras (3 de cada rácio) 
para um intervalo de tempo de 20 minutos, e outras 6 para 40 minutos. 




As  caixas  de  Petri  com  as  amostras  e  com  o  controlo  positivo,  foram 
posteriormente colocadas numa  incubadora a 37°C durante 20 minutos e durante 40 
minutos. 
Passado  esse  tempo,  adicionaram‐se  5  mL  de  água  destilada  e  1  mL  de 
formaldeído.  A  função  da  água  é  travar  o  processo  de  coagulação,  “lavando”  as 
esponjas por  forma  a  retirar das mesmas o  sangue que não  formou o  trombo,  já o 
formaldeído foi usado para fixar o trombo aos scaffolds. 
A  água  com  sangue  diluído  e  o  formaldeído  foram  retirados  por  sucção  com 







































ሾHbሿୱ୭୪୳çã୭ ൌ 1,465 ൈ Aହସ଴ ୬୫ ൈ fୢ ሺg L⁄ ሻ 
onde fୢ é o factor de diluição (neste caso é 6) e Aହସ଴ ୬୫ é o valor da absorvância para 
um comprimento de onda de 540 nm. 








Amostra nº  1  2  3  4  5  6  7  8  9 
Solução de 
Hemoglobina (mL)  0  0,5  1  1,5  2  2,5  3  3,5  4 
Solução de 









V୲୭୲ୟ୪ ൈ ሾHbሿୱ୭୪୳çã୭  ሺg L⁄ ሻ 
sendo Vୱ୭୪୳çã୭ ୦ୣ୫୭୥୪୭ୠ୧୬ୟ o volume da solução de hemoglobina (mL) e V୲୭୲ୟ୪ a soma do 
volume de solução de hemoglobina com o volume de solução de Drabkin (mL). 







se  20  μL  de  sangue  em  5  mL  de  solução  de  Drabkin  modificada.  Tal  como 
anteriormente,  leu‐se  a  absorvância  para  um  comprimento  de  onda  de  540  nm  e 




O  sangue  foi  diluído  em  5 mL  de  solução  de Drabkin  por  forma  a  obter  uma 
concentração de hemoglobina de 10 ± 1 mg/mL. Com o objectivo de comprovar o valor 
da  concentração de hemoglobina,  leu‐se  a  absorvância no espectrofotómetro  a 540 
nm e através da curva de calibração calculou‐se esse valor. 








As esponjas  foram cortadas em rodelas circulares por  forma a  terem uma área 
superficial total com cerca de 18 cm2. Foram então colocadas em tubos Falcon imersas 
em solução PBS, na incubadora a 37°C durante 12 horas. 







Fez‐se  o  mesmo  para  o  controlo  negativo  e  positivo,  sendo  que  o  controlo 
negativo  inclui 1 mL de sangue diluído e 1 mL de solução PBS e o controlo positivo, 1 
mL do mesmo sangue e 1 mL de água destilada. 
O  índice  hemolítico  foi  calculado  através  da  equação  5,  onde  A  representa  a 
absorvância a 540 nm: 
Equação 5 






Para o estudo de biocompatibilidade  in  vivo  (estudo prévio) utilizaram‐se dois 
ratos machos de estirpe Wistar, com 9 semanas. 












estes  foram  colocados  num  campo  esterilizado  para  a  introdução  das  matrizes 
poliméricas. Ao  animal  R1  foi  realizada  a  assepsia  (com  gaze  embebida  em  solução 
antisséptica)  no  local  da  introdução  do  biomaterial.  Injectou‐se  0,4  mL  de  gel 
pectina:quitosano  1:1  utilizando  uma  agulha  com  um  diâmetro  de  0,9  mm  para 
permitir  a  passagem  do mesmo.  A  administração  subcutânea  foi  realizada  na  área 




Depois de exposta  a pele do  rato,  realizou‐se  também a assepsia por  forma a 




incisão paralela  à  linha  sagital  com  cerca de 
1,5 cm (figura 14). Através de uma tesoura de 
pontas  redondas  criou‐se  uma  bolsa, 
expondo  o  espaço  subcutâneo,  onde  foi 
colocada  a  esponja  com  dimensões  5×5×3 
mm (figura 15). Por fim, as bordas da  incisão 





















Decorridos  7  dias  desde  o  implante  do  gel  e  da  esponja  nos  animais R1  e R2 
respectivamente,  os  animais  foram  eutanasiados  através  de  uma  injecção 
intramuscular de uma mistura de Ketalar e  Largactil  com  sobredosagem  anestésica. 
Sendo que cada animal foi sacrificado sem a presença do outro. 
Foram realizadas incisões com uma margem de segurança, retirando os scaffolds 
e  o  tecido  adjacente. O  tecido  retirado  foi  imerso  numa  solução  de  formol  neutro 
tamponado a 10% por um período 7 dias. 
Foi  também  observado  o  baço  de  ambos  os  animais,  apresentando‐se  com 
aparência normal. 
Passado esse período de tempo, o tecido  foi cortado em pequenos  fragmentos 





























Os  fragmentos  que  foram  removidos  da  máquina  de  processamento,  foram 
incluídos em parafina a cerca de 60°C por uma máquina de inclusão e colocados num 
prato frio para solidificar a parafina. 
Os  blocos  de  parafina  estiveram  a  arrefecer  no  frigorífico  e  depois  foram 
seccionados por um micrótomo com uma espessura de 3 μm. 
Os  cortes  obtidos  foram  imersos  em  água  a  uma  temperatura  de  55°C,  para 
posteriormente  serem  montados  em  lâminas  histológicas  e  secos  numa  estufa 
(temperatura de 37°C).  
A  fim  de  remover  a  parafina,  as  lâminas  foram  imersas  em  xilol  e  depois 
novamente em álcool a 100 e a 90%, e seguidamente foram hidratadas. 
Finalmente  os  cortes  foram  corados  pela  técnica  de  Hematoxilina  e  Eosina. 
Começou‐se por uma  coloração nuclear,  sendo as  lâminas  imersas em Hematoxilina 



















ߪ ൌ ඨሺݔଵ െ ݔҧሻ























Para  calcular  a  percentagem  de  peso  perdido  usou‐se  a  equação  1  da  secção 
1.5.1. Assim, o gráfico seguinte representa o peso final das esponjas após cada semana 
de  imersão,  bem  como  os  respectivos  desvios  padrão. Ou  seja,  ao  seu  peso  inicial 










Da  análise do  gráfico  1  verifica‐se que  ao  longo  do  tempo  as matrizes  se  vão 
biodegradando, ou seja vão perdendo peso. E esta perda de peso é sempre maior nos 
scaffolds pectina:quitosano de rácio 2:1.  
  Durante  a  1ª  semana,  as matrizes  1:1  perderam  cerca  de  13%  do  seu  peso 
inicial, enquanto que as 2:1 perderam mais de 17%. E ao fim de um mês, os scaffolds 







  A  visualização  da  morfologia  das  esponjas  pectina:quitosano  1:1  e  2:1  por 

































































































Assim,  a  esponja  pectina:quitosano  1:1  que  apresenta  um  tamanho  de  poro 
inicial de aproximadamente 300  μm, aumenta para 400  μm o  seu diâmetro passada 
uma semana, e para cerca 500 e 600 μm depois da 2ª e 3ª semanas respectivamente. 
Já no caso da esponja de rácio 2:1, o seu tamanho de poro no  início é também 
300  μm,  aumentando  para  400,  550,  650  e  750  μm  após  1,  2,  3  e  4  semanas  de 
imersão, respectivamente. 
Estes  resultados  eram  previsíveis,  uma  vez  que,  tal  como  mencionado 















































esponjas  2:1  comparativamente  com  as  1:1.  De  salientar  também,  nos  primeiros 
minutos  da  experiência,  ambas  as  matrizes  poliméricas  absorvem  uma  elevada 
quantidade da água atingindo um ponto de equilíbrio (aproximadamente aos 65 min.) 
e mantendo o swelling estável. 
Relativamente  ao  teste  de  swelling  1,  o  scaffold  1:1  apresenta  um  swelling 
máximo de aproximadamente 2800% e o scaffold 2:1 tem uma capacidade de inchaço 
de mais de 3000%. No teste 2, as esponjas de rácio 1:1 e 2:1 têm um swelling de cerca 





A  tabela  8  apresenta  os  resultados  obtidos  da  análise  elementar  à  pectina  e 
quitosano puros e às esponjas pectina:quitosano de rácios 1:1 e 2:1. 

































AMOSTRA  %N (w/wT)  %C (w/wT) %H (w/wT) %Outros (w/wT)  %S (w/wT)
Pectina  0,753  40,899 6,047 52,301 ≤100 ppm
Quitosano  7,057  39,729 7,946 45,268 ≤100 ppm
Pec:Qui 1:1  3,006  38,883 6,569 51,542 ≤100 ppm
Pec:Qui 2:1  2,897  38,803 5,976 52,324 ≤100 ppm
Tabela 8 ‐ Percentagem de peso dos vários elementos químicos presentes em cada amostra. 
A amostra de pectina  tem uma percentagem de azoto  (%N) diferente de  zero, 
quando teoricamente deveria ser zero, isto porque a sua composição química contém 
apenas carbono, oxigénio e hidrogénio. Já o quitosano, cerca de 7% do seu peso total 

















M ൈ ൫7GE ൅ 6ሺ1 െ GEሻ൯ ൌ C% 
Equação 8 
16
M ൈ ൫6GE ൅ 6ሺ1 െ GEሻ൯ ൌ O% 
Equação 9 
1


















M ൈ ሺ13ሺ1 െ GDሻ ൅ 11GDሻ ൌ H% 
Equação 12 
14
M ൈ ሺ1ሺ1 െ GDሻ ൅ GDሻ ൌ N% 
Equação 13 
16


















grupo  COOCH3.  À  volta  dos  1606  cm‐1  há  uma  vibração  que  corresponde  ao 
elongamento  assimétrico  da  ligação  C=O  quando  o  grupo  carboxílico  está  ionizado 
(COO‐).  Existe  ainda  uma  banda  entre  os  3070  e  3550  cm‐1  que  diz  respeito  às 
vibrações por elongamento da  ligação O‐H  (48) e  (49). E, correspondente à vibração 
por elongamento do grupo C‐H, existe uma banda aos 2931 cm‐1. 
No caso do quitosano puro são visíveis duas bandas características a 1647 e 1578 




















Existem  ainda  outras  bandas,  apesar  de  menos  significativas  a  2874  cm‐1  que 
corresponde  ao  elongamento  de  C‐H  e  a  1375  cm‐1  que  diz  respeito  à  deformação 
simétrica do grupo CH3. (50) e (51) 







  Existe uma mudança da banda da amida  II no quitosano  situado a 1578  cm‐1 
para  1541  e  1546  cm‐1  no  caso  das  matrizes  pectina:quitosano  1:1  e  2:1 





















Para  a  elaboração  da  curva  padrão  analisaram‐se  8  amostras  de  vancomicina 
diluída em solução PBS com concentrações diferentes, estando os resultados obtidos 
resumidos na tabela 10. 
Amostra nº  1  2  3  4  5  6  7  8 
Concentração de Vancomicina 
(mg/mL)  0  0,04 0,08 0,10 0,12 0,16  0,20  0,22









para  determinar  a  concentração  de  fármaco  e  construir  os  perfis  de  libertação  da 





Analisando  cada  tipo de  scaffold  isoladamente, a esponja mostra uma elevada 
libertação de  fármaco  logo nos primeiros  instantes  (≈37%). A partir dos 15 minutos, 
essa  libertação  torna‐se  muito  lenta,  sendo  que  no  espaço  de  465  minutos 
(corresponde a 7 horas e 45 minutos)  só cerca de 10% do  fármaco  total é  libertado 
para a solução de PBS. 
Já  no  caso  do  gel,  observa‐se  um  perfil  de  libertação muito  diferente.  A  sua 
libertação ao  longo do  tempo é constante até aproximadamente aos 360 minutos  (6 
horas)  em  que  a  sua  libertação  é  próxima  de  100%.  Neste  ponto,  observa‐se  uma 
estabilização, já que quase todo o fármaco foi libertado. 



































Este gráfico  representa a percentagem de  formação de  coágulo em  função do 


































É  visível que  ambas  as esponjas originam  a  formação de  trombos,  com massa 
superior aos trombos formados pelo controlo positivo. 
No  teste  realizado  em  20  minutos,  apesar  da  esponja  2:1  ter  formado  um 
coágulo ligeiramente superior, a trombogenicidade de ambas é muito próxima.   










(ver secção 2.3.7.2.1), sabendo que o factor de diluição é 6 ൬fୢ ൌ VD౨౗ౘౡ౟౤ାV౩౗౤ౝ౫౛V౩౗౤ౝ౫౛ ൰. O 
valor  de  absorvância  a  540  nm  obtido  foi  0,296  cm‐1,  sendo  então  ሾHbሿୱ୭୪୳çã୭ ൌ
2,6 ሺg L⁄ ሻ. 
Para determinar os valores da concentração de hemoglobina de cada uma das 9 
amostras, usou‐se a equação 4  (ver secção 2.3.7.2.1). A  tabela 11  resume os valores 
obtidos  dos  cálculos  e  também  os  de  absorvância  pelo  método  de  leitura 
espectrofotométrica. 
Amostra nº  1  2  3  4  5  6  7  8  9 
Absorvância 
540nm (cm‐1)  0  0,17  0,34  0,50  0,67  0,85  1,03  1,20  1,38 
ሾ۶܊ሿ܉ܕܗܛܜܚ܉ ሺ܏ ۺ⁄ ሻ 0  0,26  0,52  0,78  1,04  1,30  1,56  1,82  2,08 
Tabela 11 ‐ Concentração de hemoglobina de cada amostra. 
Com  estes  valores  construiu‐se  um  gráfico  de  absorvância  (cm‐1)  VS. 
ሾHbሿୟ୫୭ୱ୲୰ୟ (g/L),  marcando  os  pontos  referentes  a  cada  amostra.  Ajustando  uma 
recta a esses pontos, obteve‐se a curva de calibração cuja expressão foi: y=1,5217x em 
que y será a concentração de hemoglobina e x a absorvância. 
Os  cálculos  das  concentrações  de  hemoglobina  no  plasma  e  no  sangue  foram 
feitos  por  extrapolação  da  equação  da  curva  de  calibração,  não  esquecendo  de 
multiplicar  pelo  factor  de  diluição.  Assim,  para  o  caso  do  plasma  cujos  valores  de 















































































  O  comportamento  biológico  foi  semelhante  para  os  dois  tipos  de  matrizes 
poliméricas. Não  existe  formação  de  cápsula  fibrosa  nem  se  identificou  a  presença 
bactérias.  Observou‐se  a  presença  de  infiltrado  inflamatório  intenso  com  raros 
linfócitos  e  numerosos  neutrófilos.  Em  alguns  campos  identificam‐se  neutrófilos 
aderentes  ao material,  sobretudo quando  aplicado na  forma de esponja, parecendo 









4..   DIISCUSSÃO  E  CONCLUSÕES  
 
Este  trabalho  descreve  o  desenvolvimento  de matrizes  poliméricas  à  base  de 
pectina  e  quitosano,  incorporando  um  fármaco,  com  o  objectivo  de  auxiliar  na 
regeneração de tecido muscular. As matrizes foram desenvolvidas na forma de gel e de 
esponja (por freeze drying). 
Nas  esponjas  e  géis  sem  fármaco,  verificou‐se  a  formação  de  complexos 
polielectrólitos entre os dois polímeros através de  interacções  iónicas entre NH3+ do 
quitosano  e  COO‐  da  pectina.  Aquando  da  incorporação  do  fármaco  usou‐se  uma 
carbodiimida a fim de promover a ligação do mesmo e do quitosano, à pectina. 
Os ensaios de  caracterização dos  scaffolds  foram o  início de um processo que 
pretendeu estudar a viabilidade deste biomaterial para aplicação clínica. 
O gráfico da degradação in vitro, evidencia uma crescente degradação de ambas 
as matrizes poliméricas, quando  imersas numa solução de PBS  (pH=7,4), ao  longo do 
tempo.  Tal  já  era  de  esperar,  uma  vez  que  essas  matrizes  são  constituídas  por 
polímeros biodegradáveis, a pectina e o quitosano. 
Durante  as 4  semanas de estudo,  as matrizes de  rácio 2:1 mostraram  sempre 













tipo de  ligações. Como  as matrizes 1:1  apresentam uma percentagem de quitosano 
maior que as 2:1, também têm mais ligações glicosídicas do tipo β(1‐4), e portanto são 
matrizes  mais  estáveis  e  menos  susceptíveis  à  quebra  de  ligações,  ou  seja,  à 
biodegradação. 
As  imagens  SEM obtidas das esponjas pectina:quitosano nas proporções 1:1 e 
2:1  revelaram  a  existência  de  estruturas  3D  com  poros  que  se  interconectam.  Esta 
propriedade  de  conexão  dos  poros  torna  estes  scaffolds  uma  excelente  escolha  na 
regeneração  de  tecidos,  isto  porque  permitem  a  ligação  e  proliferação  celular  e 
facilitam o transporte de nutrientes, gases, ou outros componentes. 
Analisando  a morfologia  das matrizes  1:1  e  2:1,  constata‐se  que  enquanto  o 
scaffold 1:1 apresenta uma estrutura porosa homogénea e ordenada, o  scaffold 2:1 
tem poros de tamanhos mais variados e uma estrutura mais desorganizada. 




Tal  como  discutido  anteriormente,  as  esponjas  2:1  são  as  que  têm  uma 
degradação mais  rápida ao  longo do  tempo.  Isso  reflecte‐se no  tamanho dos poros, 
que  se  apresentam  maiores  quando  comparados  com  os  da  matriz  de  rácio  1:1, 
estando  ambas  imersa  numa  solução  de  pH  7,4,  durante  o  mesmo  tempo  e  nas 
mesmas condições de temperatura. 
















Posto  isto,  as matrizes  imersas  num meio  a  pH  7,4  apresentam mais  grupos 
carboxílicos na forma  ionizada (COO‐) comparativamente com um meio de pH de 7, o 
que justifica que essas matrizes sejam as que absorvam mais água. 
Assim,  ajustando  o  pH  do meio,  consegue‐se  seleccionar  o  swelling  desejado 
para uma matriz polimérica, dependendo do tipo de aplicação. 














partir  desse momento,  a massa  das  esponjas mantém‐se  relativamente  constante, 
uma vez que existe saturação das matrizes e estas já não conseguem absorver mais. 





que  os  dados  obtidos  em  cada  amostra  são  dispersos,  estando  afastados  do  valor 
médio. 




único  polímero  constituinte  dos  scaffolds  com  a  presença  desse  elemento  químico, 
considerando que a percentagem de azoto na pectina irrelevante. 
Dos  cálculos  efectuados  para  a  determinação  do  grau  de  esterificação  e  de 




















O  ensaio  da  libertação  controlada  do  fármaco  serviu  para  traçar  o  perfil  de 
libertação da vancomicina em esponjas e géis de pectina:quitosano na razão 1:1. 




Como  a  esponja  é  mais  porosa  do  que  o  gel,  apresenta  uma  superfície  de 
contacto maior,  e  daí,  libertar‐se mais  fármaco  na  esponja  nos  primeiros  instantes. 
Esse  fármaco  corresponde  ao  fármaco  que  estará  à  superfície  e  será  de mais  fácil 
acesso.  




Embora os resultados obtidos  indiquem uma  libertação  ligeiramente superior a 













sobre  a  superfície  de  um  vidro,  e  se  se  sabe  à  partida  que  o  vidro  é  um material 
trombogénico, conclui‐se que ambas as matrizes poliméricas são trombogénicas. 
Esta  avaliação permitiu  ainda  verificar que  as esponjas  1:1  (as que  têm maior 
percentagem de quitosano) são as mais trombogénicas.  
A justificação pode estar no facto de o quitosano ser um polímero trombogénico. 
As  cargas  positivas  do  quitosano  (NH3+)  atraem  as  negativas  das  membranas  dos 
glóbulos  vermelhos,  e  esta  interacção  pode  ser  responsável  pela  formação  de  um 
coágulo. A formação de um trombo ocorre  independentemente de toda a cascata de 












com mais  quitosano, mais  uma  vez  se  deve  ter  em  consideração  as  características 
desse  polímero. As  glicoproteínas  existentes  na membrana  dos  glóbulos  vermelhos, 










não  há  evidência  destas  nas  imagens  histológicas.  Também  não  parece  estar 






Sabe‐se da  literatura  (58) que o quitosano  tem um efeito quimiotáxico  sob os 
neutrófilos  e  os  linfócitos.  Isto  é,  este  polímero  promove  a  migração  de  células 
imunitárias  até  ele.  Apesar  do  mecanismo  de  acção  do  quitosano  sob  o  sistema 




A  biodegradação  observada  das matrizes  poliméricas  não  pode  ser  justificada 
apenas pela  capacidade  fagocitária dos neutrófilos,  já que o próprio material  tem a 
capacidade  inerente de se biodegradar. Contudo, não podemos esquecer as  imagens 
em que os neutrófilos estão aderentes aos scaffolds. 
Este estudo  in  vivo  sugere  a pouca ou não biocompatibilidade do biomaterial, 
embora  pelo  reduzido  número  da  amostra,  não  seja  possível  tirar  conclusões 
definitivas.  Terão  de  ser  realizados  outros  estudos  com  uma  amostra  maior,  e 
caracterizar melhor  a  reacção  do  organismo  ao  biomaterial  e  aos  seus  produtos  de 
degradação, utilizando protocolos de imunohistoquímica e de expressão génica. 
Os  resultados sugerem  também que o material poderá ser usado como agente 
de  quimiotaxia  para  os  polimorfonucleares  neutrófilos,  merecendo  outros  estudos 
neste sentido. 
 
Quando  se  realiza um estudo  com a  finalidade de desenvolver um biomaterial 
para aplicação clínica, há que ter em conta todas as propriedades por ele apresentadas 
durante  o  processo  de  caracterização.  Assim,  no  caso  desse  biomaterial  apresentar 
algumas características que sejam menos desejáveis, é importante fazer o balanço dos 
riscos e dos benefícios.  
Neste  caso  concreto,  embora  os  valores  do  índice  hemolítico  e  de  trombose 
sejam um pouco elevados, encontram‐se num limite clínico aceitável. E já que todos os 
outros resultados obtidos são favoráveis a aplicação clínica (à excepção dos resultados 














Relativamente  às  proporções  de  polímeros,  os  resultados  apontaram  uma 




O  inchaço  das  matrizes,  ou  seja,  o  seu  aumento  de  volume  não  se  tornará 
prejudicial quando aplicado  in vivo. Além do mais, esse  inchaço não é muito superior 
ao das esponjas de  rácio 1:1. A biodegradação mais  rápida no caso das matrizes 2:1 
não  será um problema,  se houver  tempo  suficiente para dar o  suporte necessário à 
regeneração do tecido. 
Até  a  este  ponto  da  investigação  verifica‐se  o  potencial  destas  matrizes 
poliméricas para a regeneração de tecido muscular. No entanto, este estudo deve ser 
























5..   PERSPECTIIVAS  FUTURAS  
 
Apesar do trabalho realizado fazer parte de um processo de caracterização que 
pretende  avaliar  a  viabilidade  destes  scaffolds  para  uso  clínico,  outros  ensaios 
fundamentais devem ser realizados. 
Já que  as esponjas de pectina:quitosano  2:1  foram  as que  apresentaram mais 
potencialidades, seria de especial  interesse que se estudasse o perfil de  libertação da 
vancomicina nestes scaffolds. 
Os  testes  de  hemólise  realizados  por  contacto  indirecto,  deveriam  ser 
complementados com testes por contacto directo, a fim de determinar se a existência 
de  hemólise  se  dá  por  interacção  directa  com  o material, ou  se  a  causa  reside  nas 
substâncias que por ele são libertadas. 
Como no estudo de biocompatibilidade in vivo o único tempo usado foi o de uma 
semana, seria  interessante prolongar o  tempo de  implantação do biomaterial. Assim 
seria  possível  avaliar melhor,  em  termos  temporais  a  evolução  da  degradação  do 
material  e  o  respectivo  infiltrado.  Uma  questão  necessita  de  ser  esclarecida,  é  o 
material em si que tem a acção quimiotáxica para os neutrófilos ou é algum dos seus 
produtos de degradação?  Se  for um dos  seus produtos,  seria  interessante perceber 
qual  e  em  que  momento  é  máximo.  Também  seria  interessante  perceber  o  que 
acontece após a degradação total do biomaterial. 










Determinando  o  tempo  da  regeneração  do  tecido,  poder‐se‐ia  usar  outras 
proporções de polímeros, de forma a ajustar o seu tempo de degradação bem como a 
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20  25,95   ± 2,24  26,65 ± 3,21  9,87 ± 0,68 


















scaffolds implantáveis pec:qui 1:1 e 2:1 e também o controlo positivo.
